






































~~ ~~: ~~ ~: p~: ~I F~ 
Although recent studies suggest a crucial role of p 38 mitogen-activated protein 
kinases (MAPK) in the activation of monocyte-derived dendritic cells (MoDCs) by contact 
sensitizers, the upstream signals of p38 MAPK remain undetermined. In this study, to 
prove the hypothesis that sensitizers induce redox or oxidative stress in DCs, which 
subsequently stimulates p38 MAPK, we measur'ed the ratio of the oxldized (GSSG) vs. 
reduced (GSH) form of cellular glutathione in MODCS Stimulated with various concentra-
tions of sensitizers such as NiCl 2, MnCl 2, 2,4-dinitrochlorobenzen (DNCB), thimerosal, 
and formaldehyde (HCHO), and non-sensitizers such as ZnC12, sodium dodecyl sulfate 
(SDS), and benzalkonium chloride (BO. GSH and GSSG were measured using 
colorimetric assay. s. The results demonstratecl that all the sensitizers, but none of the 
non-sensitlzers at sub]ethal concentration, reduced the GSH/GSSG ratio in IVloDCs, 
which was accompanied by phosphory]ation of p38 MAPK. In addition, treatment ¥vith 
the antioxidant. N-acetyl-L-cysteine (NAO, which suppr'essed the reduction of the 
GSH/GSSG r'atio, abrogated both the phosphorylation of p38 MAPK and the augmenta-
tion of CD86 expression by MoDCs. The sirr]ilar response pattern was also observed in 
a human monocyte cell line, THP-1, after stilTlulation with the chemicals. Unexpectedly, 
however, HCHO reduced the GSH/GSSG ratlo in MoDCs, but not in THP-1. This 
finding, in conjunction with the observation that DNCB and NiC12 r'educed the 
GSH/GSSG ratio at different kinetics, indicated that the sensitizers reduced the 
GSH/GSSG ratio by different mechanism. These data suggest that the GSH/GSSG 
imbalance plays a crucial role in triggering DC maturation by sensitizers. 
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 審査結果の要旨
 私達は今まで化学物質の刺激に対する樹状細胞の抗原提示能の増強について,共刺激分子の発
 現の上昇,サイトカインの産生,アポトーシスの誘導,そしてそのシグナルとしてp38MAPK
 の活性化が重要であることを示してきたが,p38MAPKの上流のシグナルといわれる細胞内の
 酸化ストレスについてはまだよく分かっていない。そこで今回私達は,接触皮膚炎を起こすアレ
 ルゲンとなる化学物質が樹状細胞内に酸化ストレスを誘導するか否かを,酸化型(GSSG)と還
 元型(GSH)の細胞内グルタチオンの比(GSH/GSSG)を測定することにより検討した。健常
 人の末梢血単球由来樹状細胞を様々な濃度の接触アレルゲン(塩化ニッケル,塩化マンガン,2,
 4一ジニトロク口口ベンゼン,ジフェニルシクロプロペノン,チメロザール,ホルマリン)と一次
 刺激性物質(ドデシル硫酸ナトリウム,塩化ベンザルコニウム)で刺激し,2時聞後に
 GSH/GSSGを5'5-Dithiobis(2-nitrobenzoicacid)による酵素サイクリング法を利用した比
 色法で定量した。全ての細胞死を起こす直前の濃度の接触アレルゲンでGSH/GSSGの比の低下,
 p38MAPKのリン酸化がみられ,一一次刺激性物質では両者ともみられなかった。また,そこに
 抗酸化物質であるN一アセチルシステイン(NAC)を添加すると接触アレルゲンでの
 GSH/GSSGの比の低下とp38MAPKのリン酸化が抑制された。ヒトの単球系細胞である
 THP-1細胞でもほぼ同様の結果が得られた。すなわち樹状細胞内のGSH/GSSGの比の低下は
 その刺激物質の接触皮膚炎の誘導能力と相関しており,CD86の発現上昇がみられなかったホル
 マリンにおいてもGSH/GSSGが著明に低下していた。今回の知見から,化学物質で刺激された
 樹状細胞のp38MAPKの上流のシグナルとしてレドックスバランスの変化が重要であると共に,
 樹状細胞や単球内のグルタチオンの定量により,刺激物質が接触アレルゲンか一次刺激性物質か,
 もしくは感作能も簡便に同定できる可能性が示された。
 以上を踏まえて,本論文は,論文審査,最終審査において,博士論文としてふさわしいものと
 の審査結果を得た。
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